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RESUMO

O acido kgjico (AK) € um metabdlito secundario fungico natural, produzido por
algumas espécies de Aspergillus, Penicillum e Acetobacter, através da
biotransformacao direta de substratos de carbono como glicose, sucralose, etanol
entre outros. O AK foi isolado originalmente no Japao, em 1907, a partir de micélios
de Aspergillus oryzae, é utilizado na industria cosmética na forma de géis e sabonete
€ utilizado para obter o efeito de clareamento da pele inibindo a enzima tirosinase,
reduzindo a producdo de formacdo de melanina, também bloqueia a formacéo de
pigmentagcdo e uniformiza o tom da pele. Também é aplicado como um aditivo
alimentar para a prevengao de escurecimento enzimatico, pois € um quelante de
metais e um potente antioxidante. Embora o AK tenha inumeras fungdes bioldgicas,
apenas recentemente estudos sobre a proliferacdo in vitro e citotoxicidade foram
relatadas, mas ainda de forma limitada quanto ao seu efeito nas células imunes. Os
macrofagos estao entre as células de defesa mais importantes que especificamente
reconhecem e respondem a corpos estranhos, apoptose células e patdgenos. Através
de processo de ativagédo, ha uma maior proliferagdo de macréfagos, que sofrem varias
alteracées morfolégicas, como um aumento nas habilidades de disseminacéo e
adeséo, atividade de fagocitose, geracao de ROS, apresentacdo de antigeno e
producéo de citocinas. De acordo com a classificagdo das fungdes bioldgicas, nossos
resultados revelaram que em ambas as concentragdes de acido Kojico, as 14
proteinas expressas possuem funcao predita relacionada a processos do ciclo celular

e oxirredugao.

Palavras Chaves: Acido Kgjico, Sistema Imune, Citotoxicidade, Ciclo Celular



ABSTRACT

Kojic acid (AK) is a natural fungal secondary metabolite, produced by some species of
Aspergillus, Penicillium and Acetobacter, through the direct biotransformation of
carbon substrates such as glucose, sucralose, ethanol, among others. AK was
originally isolated in Japan, in 1907, from Aspergillus oryzae mycelia, it is used in the
cosmetic industry in the form of gels and soap and is used to obtain the effect of
whitening the skin by inhibiting the enzyme tyrosinase, reducing the production of
formation of melanin, it also blocks the formation of pigmentation and evens out the
skin tone. It is also applied as a food additive for the prevention of enzymatic browning,
as it is a metal chelator and a potent antioxidant. Although AK has numerous biological
functions, only recently studies on in vitro proliferation and cytotoxicity have been
reported, but still limitedly regarding its effect on immune cells. Macrophages are
among the most important defense cells that specifically recognize and respond to
foreign bodies, apoptosis cells and pathogens. Through the activation process, there
is an increased proliferation of macrophages, which undergo various morphological
changes, such as an increase in dissemination and adhesion abilities, phagocytosis
activity, ROS generation, antigen presentation and cytokine production. According to
the classification of biological functions, our results revealed that in both Kojic acid
concentrations, the 14 expressed proteins have a predicted function related to cell

cycle and redox processes.

Keywords: Kojic Acid, Immune System, Cytotoxicity, Cell Cycle
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1 INTRODUGAO
1.1 Acido kéjico

O acido kojico (AK), 5-hidroxi-2-(hidroximetil)-4H-piran-4-ona, € um metabdlito
secundario fungico natural, produzido por algumas espécies de Asperqgillus,
Penicillium e Acetobacter, através da biotransformacédo direta de substratos de
carbono como glicose, sucralose, etanol entre outros (El-sharkawy, 1995; Kwak; Rhee,
1992; Saeedi, 2019). O AK foi isolado originalmente no Japéo, em 1907, a partir de
miceélios de Aspergillus oryzae a partir da fermentagao aerobica, sendo sintetizado a
partir de carboidratos e tem como caracteristica aspecto transparente e cristalino,
massa molar de 142.1 g.mol', ponto de fus&o entre 151 — 154°C e pode ser facilmente
dissolvido em agua, etanol e acetona (Kwak; Rhee, 1992; Uchin, 1988; Saeedi, 2019).

O acido kagjico é conhecido por sua capacidade de inibir a tirosinase, a enzima
que catalisa a primeira etapa da sintese de melanina na pele. A inibigao da tirosinase
leva a reducdo da producdo de melanina, o que pode ser utilizado para clarear
manchas de pele e tratar problemas de hiperpigmentagao. Além disso, o acido koéjico
possui propriedades antioxidantes e antimicrobianas que o tornam util na producéo de
alimentos e como conservante natural. (Cherdchom et al., 2021; Saeedi, 2019;
Zachary, 2020).

A atividade antioxidante do acido koéjico ocorre pela inibicdo da produgao de
radicais livres e reducédo do estresse oxidativo. Essa atividade pode ser atribuida a
presenca de grupos hidroxila em sua estrutura quimica, que permitem a ligagdo com
os radicais livres e inibigdo de sua agao nociva. Essa propriedade torna o acido kojico
um agente eficaz na prevengao do envelhecimento celular e na protecdo contra
doengas relacionadas ao estresse oxidativo; ja a sua atividade antimicrobiana é
devido a sua capacidade de inibir a sintese de DNA, proteinas e membranas celulares
de micro-organismos. Essa propriedade faz com que o acido kgjico seja utilizado na
producdo de alimentos e como conservante natural em produtos cosméticos e
farmacéuticos.

Além disso, o acido kéjico tem sido estudado por seu potencial aplicagdo em
outras areas, como na sintese de novos compostos organicos e na produgdo de
biocombustiveis. A sua capacidade de ser produzido a partir de diversos substratos

vegetais e sua alta eficiéncia na inibigdo da tirosinase e na atividade antioxidante e
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antimicrobiana tornam o acido kojico uma substancia com grande potencial de
utilizagdo em diversas areas.

Embora o AK tenha inumeras fungdes bioldgicas, apenas recentemente
estudos sobre a proliferagéo in vitro e citotoxicidade foram relatadas, mas ainda de
forma limitada quanto ao seu efeito nas células imunes, sabe-se que promove um
aumento da fagocitose, da concentragdo de calcio dos neutréfilos e da geracao de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) em neutrdfilos, mas conhecimento sobre os
efeitos em macrofagos séo ainda mais limitados (Cherdchom, 2021; Khan, 2021).

1.2 O sistema imune

O sistema imunolégico é responsavel pela defesa do organismo contra
patdgenos e substancias estranhas, além de ter um papel importante na regulagéo de
processos fisiolégicos como a resposta inflamatoéria e a cicatrizagao de tecidos. O
sistema imunologico é composto por diferentes tipos de células, moléculas e 6rgaos,
que trabalham de forma coordenada para proteger o organismo contra ameacgas
externas.

Dentre as células do sistema imunoldgico, os macrofagos sdo uma das
principais células do sistema imunologico inato. Os macrofagos sao células
fagocitarias, capazes de capturar e destruir microrganismos e outras particulas
estranhas, além de apresentar antigenos para as células do sistema imunolégico
adaptativo. Os macréfagos também tém um papel importante na regulagdo da
resposta inflamatodria, atuando na producao de citocinas e outros mediadores que
regulam a resposta inflamatoria.

Os macrofagos sédo produzidos na medula 0ssea a partir de precursores
mieloides, e sdo encontrados em diferentes tecidos do organismo, incluindo o figado,
os pulmdes, o bago e os tecidos linfoides. Os macréfagos podem ser ativados por
diferentes estimulos, como a presenga de microrganismos, particulas estranhas,
citocinas e outros mediadores da resposta inflamatéria. A ativagdo dos macréfagos
resulta em mudangas em sua morfologia, atividade fagocitica, produgéo de citocinas
e outras moléculas.

Os macrofagos sao capazes de reconhecer diferentes tipos de microrganismos
e particulas estranhas através de receptores de reconhecimento de padroes (PRRs).

Os PRRs sdo moléculas que reconhecem padrbes moleculares associados a
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patégenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs). Os PRRs
incluem receptores para lipopolissacarideos, peptidoglicanos, acidos nucleicos,
proteinas e outros componentes de microrganismos e células danificadas.

A ativagdo dos macrofagos resulta na produgdo de citocinas, quimiocinas e
outras moléculas que recrutam outras células do sistema imunolégico para o local da
infeccdo ou do dano tecidual. As citocinas produzidas pelos macréfagos incluem
interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF) e outras
moléculas que regulam a resposta inflamatoria e a imunidade adaptativa. As
quimiocinas produzidas pelos macréfagos incluem quimiocina (C-C) ligante 2 (CCL2),
quimiocina (C-X-C) ligante 8 (CXCL8) e outras moléculas que recrutam neutrdfilos,
células T e outras células do sistema imunolégico para o local da infecgdo ou do dano
tecidual.

Além disso, os macrofagos também desempenham um papel importante na
resposta inflamatoria. Quando ocorre uma infecgédo ou lesdo tecidual, os macréfagos
sdo ativados e comegam a secretar mediadores inflamatérios, como citocinas e
quimiocinas, que atraem outras células do sistema imune para o local da inflamacéo.
Eles também podem fagocitar microrganismos e restos celulares, ajudando a limpar a
area infectada ou lesionada.

No entanto, a ativagao excessiva dos macrofagos pode levar a danos teciduais
e inflamacéo crénica, contribuindo para varias doencas inflamatoérias, como artrite,
doencgas cardiovasculares e disturbios autoimunes. Portanto, € importante entender
0S mecanismos que regulam a ativagcdo dos macrofagos e encontrar maneiras de

controla-los para prevenir ou tratar essas doencgas.

1.3 Acido kojico e o sistema imune

7

O acido kgjico € um composto organico natural amplamente utilizado na
industria alimenticia, cosmética e farmacéutica devido as suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas. No entanto, estudos recentes tém mostrado que o
acido kojico também pode ter efeitos imunomodulatorios, em particular no sistema
imunologico inato. Esse sistema € composto por células imunes que desempenham
um papel importante na defesa do organismo contra patdégenos, incluindo os
macrofagos.



15

Os macrofagos sédo ceélulas do sistema imunologico inato responsaveis por
fagocitar e destruir patégenos, além de desempenhar um papel importante na
regulacao da resposta imune adaptativa. O acido kéjico tem sido estudado por sua
capacidade de modular a atividade dos macréfagos, principalmente através da sua
agao como antioxidante.

Estudos in vitro tém mostrado que o acido kéjico pode aumentar a atividade
fagocitica dos macrofagos, aumentando a produgéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e a secregéao de citocinas proé-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6). Além disso, o acido kéjico tem demonstrado ser
capaz de aumentar a expressao de receptores de reconhecimento de padroes (PRRs)
nos macroéfagos, tais como o receptor Toll-like 4 (TLR4), o que pode levar a uma maior
capacidade dos macrofagos em reconhecer e responder a patdogenos.

No entanto, outros estudos tém mostrado que o acido kojico também pode ter
efeitos anti-inflamatérios em células do sistema imunoldégico. Em um estudo em
camundongos com colite, o acido kojico foi capaz de reduzir a inflamacgao intestinal e
a producdo de citocinas pro-inflamatérias, ao mesmo tempo em que aumentou a
expressdo de citocinas anti-inflamatérias, como a interleucina-10 (IL-10). Esses
resultados sugerem que o acido kgjico pode ter um efeito regulatério sobre a resposta
imune, reduzindo a inflamagdo excessiva e promovendo uma resposta mais
equilibrada.

Em relacdo aos macrofagos, o acido kéjico também tem sido estudado em
contextos especificos, como na avaliacdo dos efeitos da substancia na produgao
proteica dessas células. Em um estudo recente, macréfagos tratados com acido kéjico
apresentaram alteragbes significativas na expressdo de proteinas relacionadas a
resposta imune, incluindo citocinas, receptores de membrana e enzimas envolvidas
na producao de ROS.

Além disso, o acido kgjico também tem demonstrado capacidade de reduzir a
producgao de espécies reativas de nitrogénio (RNS) pelos macrofagos, o que pode ser
benéfico em condicbes em que a producdo excessiva de RNS pode levar a danos
teciduais e inflamacao.

No entanto, € importante destacar que ainda sdo necessarios mais estudos
para avaliar os efeitos do acido koéjico em diferentes condigbes e contextos

imunologicos. Aléem disso, € necessario também investigar a seguranga e a eficacia
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do uso do acido kojico em seres humanos, uma vez que muitos dos estudos realizados

até o momento foram realizados em modelos animais ou células in vitro.
1.4 ProteOmica

A analise protebmica é uma ferramenta poderosa para a identificacdo e
quantificacdo de proteinas presentes em uma amostra bioldgica. Ela permite a
compreensao do proteoma de uma célula, tecido ou organismo, e sua interagdo com
o ambiente em que esta inserido. Essa técnica € amplamente utilizada em pesquisas
biomédicas, incluindo estudos sobre o sistema imunoldgico e suas ceélulas, como os
macrofagos.

Uma das principais vantagens da analise protebmica € a capacidade de
identificar proteinas de baixa abundancia e post-traduzidas, que muitas vezes sao
dificeis de detectar por outras técnicas. A técnica é capaz de detectar milhares de
proteinas em uma unica amostra, permitindo a identificacdo de proteinas
diferencialmente expressas em diferentes condi¢gdes ou em diferentes tipos celulares.
Além disso, a analise protedmica permite a identificacdo de modificacbes pos-
traducionais, como fosforilag&do, acetilagédo, glicosilagado e ubiquitinagdo, que podem
afetar a atividade e a fungéo das proteinas.

A analise protebmica € realizada por meio de varias etapas, incluindo extragao
de proteinas, separagédo por eletroforese ou cromatografia, digestdo proteolitica,
identificacdo de peptideos e analise de espectrometria de massa. A espectrometria
de massa € a principal técnica utilizada na analise protebmica, permitindo a
identificacdo e quantificagao de proteinas com alta sensibilidade e especificidade.

A analise protebmica tem sido amplamente utilizada em estudos sobre
macrofagos, uma das principais células do sistema imunoldgico. Os macrofagos tém
a capacidade de fagocitar bactérias, células mortas e outros detritos celulares, e s&o
importantes na resposta imune a infecgdes. A analise protebmica tem sido usada para
identificar proteinas diferencialmente expressas em macréfagos em resposta a
diferentes estimulos, como infec¢des, inflamacao e estresse celular. Esses estudos
forneceram insights sobre as vias de sinalizag&do e a regulagdo da expressao génica
que ocorrem em macrofagos em resposta a diferentes estimulos.

A analise protebmica também tem sido utilizada em estudos de macrofagos em

doencgas, como doencgas infecciosas, cancer e doencas autoimunes. A identificagao
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de proteinas diferencialmente expressas em macrofagos nessas condi¢gdes pode
ajudar a entender os mecanismos subjacentes a doencga e identificar possiveis alvos
terapéuticos. Além disso, a analise protebmica tem sido usada em estudos de
desenvolvimento de drogas, ajudando a identificar proteinas-alvo e a avaliar a eficacia
e segurancga de novas drogas em macrofagos e outras células.

Uma das principais vantagens da analise protebmica € que ela permite a
identificacdo de proteinas que estao envolvidas em processos celulares especificos,
como a resposta imune. Além disso, a analise protebmica pode ser usada para
identificar proteinas que sédo expressas de forma diferencial em diferentes condigdes,
como em células tratadas com drogas ou em células cancerosas.

Uma das principais técnicas utilizadas na analise proteémica € a espectrometria
de massa. A espectrometria de massa € uma técnica analitica que permite a
identificacdo e quantificagdo de moléculas com base em sua massa e carga. E uma
plataforma sensivel, identificando apenas 10-15 moles de um composto de 1 kDa,
permitindo assim a identificagdo do composto dentro de misturas complexas. MS
ioniza amostras, produzindo um feixe de ions gasosos que sao separados de acordo
com sua relagdo massa-carga (m/z) e suas abundancias registradas (Kang et al.,
2012). lonizagao por eletrospray (ESI) e dessorgao/ionizagdo a laser assistida por
matriz (MALDI) sdo os métodos mais comuns para ionizagao de peptideos/proteinas
antes da Analise MS, envolvendo a adigdo ou remogéo de um préton (Fenn, 1989;
Karas e Hillenkamp, 1988). O acoplamento de ESI a ferramentas de separagao
baseadas em liquido permite a analise de amostras bioldgicas complexas, ionizando
o analito fora da solugao, quando integrado com cromatografia liquida (LC) e sistemas
baseados em LC-MS (Peffers et al., 2013). ions de um certo m/z sdo geralmente
isolados do complexo mistura como uma etapa preliminar antes da fragmentagao
ibnica com maior caracterizagao via MS tandem (MS/MS) (Savaryn et al., 2016).

Essa técnica pode fornecer informagdes valiosas sobre a biologia celular e
ajudar na identificacdo de biomarcadores de doengas. A combinagdo da analise
protebmica com outras técnicas, como a espectrometria de massa, pode fornecer
informagdes ainda mais detalhadas sobre as proteinas envolvidas em diferentes

processos bioldgicos.

2 JUSTIFICATIVA
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Na literatura existem diversos trabalhos que mostram inumeras agdes
biologicas do AK, além de todas estas aplicabilidades ja descritas, o AK, parece
apresentar acdo imunomoduladora, influenciando no crescimento de alguns agentes
infecciosos e também age aumentando a imunidade do organismo hospedeiro,
ativando células envolvidas na imunidade inata e adquirida, aumentando a fagocitose
e induzindo a produgao de ROS (Da costa, 2018; Rodrigues, 2014; Schultze; Schmidt,
2015).

O AK também foi capaz de induzir a diferenciagdo de mondcitos em macrofagos,
com aumento de tamanho celular, do numero de organelas e alteragdo no padrao de
proteinas de superficie (Da Costa et al., 2018), promovendo ativagdo de macréfagos
através do rearranjo do citoesqueleto, aumento da fagocitose e producao de radicais
superoxidos, sem causar efeitos citotéxicos em células de mamiferos (Rodrigues et
al., 2014).

O AK é amplamente utilizado na industria cosmética e possui diversas
aplicagbes bioldgicas (Zachary et al., 2020), porém poucos trabalhos na literatura
descreveram a sua agao nas células do sistema imunologico e pouco se sabe sobre
a acao do acido kgjico sobre os precursores das células sanguineas, importante para
manter o organismo protegido contra diversos patdgenos, ja sendo encontrado em
diversas patentes e registros como um bacteriostatico na utilizagdo em higienizadores
para maos (CN108514533A), utilizando na fertilizagdo de plantas (CN101444229A)
com melhora em seu crescimento e produtividade, suplementos alimentares
antitumoral para Gliomas (KR20110054448A) entre diversas outras aplicagdes, sendo
as mais encontradas na area do mercado cosmético de clareamento (CN108866119A;
FR2460131A1; KR20170011283A).

Este aumento de patentes em outras areas que se diferem do clareamento de
pele também se reflete em um aumento nas publicagdes em areas como a atividade
antimicrobiana com danos em DNA e membrana celular da bactéria, sua atividade
antitumoral que envolve a ativacado de vias apoptoticas de células tumorais, além de
sua atividade anti-inflamatdria e principalmente moduladora do sistema imune (Da
Costa, 2018; Khan, 2021), como vem sendo proposto como um medicamento no
tratamento da leishmaniose devido a sua capacidade de ativacdo de macréfagos
aumentando sua capacidade fagocitica e citotoxica (Rodrigues et al., 2014).

Desta forma, este projeto busca estudar a interagao de macrofagos com o acido
kojico e avaliar as mudangas provocadas nas células através do perfil de expressao
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de proteinas e enzimas envolvidas. Esses modelos in vitro s&do de extrema importancia
para o estudo dessas interagdes, pois mimetizam as condi¢gdes que o acido kojico atua
no interior da célula e € de grande importéncia para a busca por medicamentos

naturais.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a perfil proteico relacionado a cultura macréfagica tratada com Acido
Kdjico.

3.2 Objetivos especificos

a. Analisar mudangas morfolégicas dos macréfagos apos o tratamento com
Acido Kajico;
b. Adquirir o proteoma dos macréfagos ap6s o tratamento com Acido Kéjico;
c. Buscar as mudancas no perfil de proteinas relacionadas exposigao ao Acido
Kdjico.
4 METODOLOGIA

4.1 Cultura de macroéfagos j774a.1

Para a realizacao desse experimento foram realizadas varias etapas (Figura 1).
Teve inicio com a cultura dos macréfagos até atingir 80-90% de confluéncia. Em
seguida, as células serao tratadas com duas concentragbes do acido kojico (50 e 100
MM) e incubadas em estufa com 5% de CO2 a 37 °C durante 48 horas. Apos o término
do tratamento, os macrofagos seréo fixados e corados com Giemsa e visualizados em
microscopio Optico. Outra parte da cultura tratada sera preparada e analisadas pelo
LC-MS/MS e os espectros de massa serdao analisadas usando IdentityE e Peptide
Prophet.
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DMEM Acido kéjico (50 e 100 M) durante 48 horas. Analise da Morfologia Celular
10% de soro fetal bovino (FBS),

10 U/ml de penicilina e

10 pg/ml de gentamicina

Em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO2

\massLynx‘

Identificagio das Proteinas Espectrometria de Massas

Fonte: autor, 2022.

4.2 Cultura de macrofagos j774a.1

A linhagem celular J774A.1 (macréfagos de camundongos Mus musculus,
obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro) foi cultivada em meio de cultura DMEM
(Dulbecco's Minimum Essential Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS), 10 U/ml de penicilina e 10 ug/ml de gentamicina, em estufa a 37 °C e atmosfera
de 5% de CO, até atingir 80-90% de confluéncia. Para realizagdo dos experimentos,
as células foram lavadas com tampao fosfato salino (PBS) e dissociadas
quimicamente com solugao de Tripsina-EDTA 0,05%. Apds centrifugagao (1500 rpm,
3 minutos), o pellet foi ressuspendido em meio de cultura e as células contadas em
camara de Neubauer, havendo ajuste na densidade de acordo com o numero de

células utilizadas em cada experimento.
4.3 Tratamento com acido kéjico

Para a avaliagdo da atividade microbicida dos macréfagos, fora utilizado o
protocolo descrito por Anes et al., (2006) com algumas modificagdes. Um total de 0,5
x 10° macrofagos/pogo foram transferidos para uma placa de 24 pogos, onde
permanecerao em aderéncia por 48 horas. Posteriormente, as células foram tratadas
com duas concentragdes do acido kojico (50 e 100 uM) e incubadas em estufa com
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5% de CO2 a 37 °C durante 48 horas. Como controle negativo foram utilizados

macrofagos sem tratamento.
4.4 Analise da morfologia celular apés tratamento

Para visualizagado da morfologia celular apos o tratamento com acido kojico, os
macrofagos foram cultivados em placas de 24 pogos (10* células/pogo), em laminulas
redondas, conforme ja descrito anteriormente. Para analise das células vivas, apos 48
h de tratamento, as células foram analisadas e as imagens obtidas em microscépio
invertido Leica DMI6000B com camera acoplada. Apos observagao das células vivas,
os macrofagos foram fixados com paraformaldeido 4% e corados com Giemsa, diluido
em tampéo fosfato pH 7,2, durante 30 minutos. Posteriormente, as laminulas foram
lavadas com agua destilada, incubadas a 37 °C em estufa para secagem, e montadas
em laminas de vidro usando Entellan®. A morfologia dos macréfagos foi analisada e
a captura das imagens feita em microscépio optico Axio Scope A1-Zeiss com camera
digital Zeiss acoplada.

4.5 Extracao de proteinas, digestao proteica e lc-ms/ms

Apos o tratamento descrito acima, os macréfagos foram lisados utilizando um
raspador de células, ressuspendidos em tampéao de lise (Tris-HCI 25 mM, pH 7,4; NaCl
150 mM; EDTA 0,5 mM; MgCl. 1 mM e DTT 5 mM), sonicados (3 ciclos, 10 segundos),
e centrifugados a 20.000 g, por 30 minutos a 4°C apos tratamento seguindo o
protocolo de Li et al., (2017), e o sobrenadante sera coletado apds nova centrifugagao.
As proteinas serao quantificadas pelo método de Qubit 4 ThermoFisher™ conforme
descrito pelo fabricante. Para a digestdo proteica foram adicionada ureia 8 M a
amostra (1:1); a redugao foi feita com DTT 5 mM por 25 minutos a 56°C; a alquilagao
foi com iodoacetamida 14 mM por 30 minutos protegido da luz. A amostra sera diluida
na proporgao de 1:5 em solugao de bicarbonato de amdnio 50 mM, sera adicionado
CaCl2 1 mM e a solugéao de tripsina (20 ng/ul), deixando a digestao overnight (16 horas,
37°C).

O LC-MS/MS seré realizada no Laboratério de Proteémica (LProt) - ICB/UFPA,
a amostra foi dessalinizada utilizando uma coluna C18. A coluna foi ativada com 3 mL
de acetonitrila 100%, equilibrada com 1 mL de acetonitrila 50% com 0,1% de acido

férmico, e equilibrada novamente com 1 mL de acido trifluoroacético (TFA) 0,1%. A
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amostra foi previamente acidificada com TFA 0,4%, sendo carregada na C18, e o sal
retirado da amostra com 3 mL de TFA 0,1%, posteriormente foi equilibrada novamente
a coluna com 1 mL de acido formico, e a amostra foi eluida com 2mL de acetonitrila
50% com 0,1% de acido férmico, e 1 mL de acetonitrila 80% com 0,1% de acido
féormico. As amostras foram concentradas em evaporador SpeedVac a 25°C e
ressuspendidas em formiato de amonio 20 mM, diluido 10 vezes, na proporgao de 75
WL para cada 50 ng de proteina nas amostras.

4.6 ldentificagao das proteinas e analise dos dados

Os espectros de massa foram extraidos em tandem utilizando ProteinLynx
Global Server verséo 3.0.2, as amostras MS/MS foram analisadas usando /dentityE,
com busca em banco de dados local. Na identificacdo de proteinas foi utilizado o
Scaffold 4.6.1 para validacao, sendo aceitos os peptideos com mais de 90,0% de
probabilidade segundo algoritmo Peptide Prophet (KELLER et al., 2002), e as
proteinas com mais de 95,0% de probabilidade contendo pelo menos um peptideo
identificado.

4.6.1 MassLynx

O MassLynx é uma ferramenta valiosa na pesquisa protedmica, pois permite a
analise de conjuntos de dados proteébmicos em larga escala de maneira rapida e
precisa.Uma das principais aplicagbes do MassLynx na pesquisa protebmica é a
identificacdo e caracterizacdo de proteinas. O software pode analisar dados de
experimentos de LC-MS e MALDI-MS, permitindo que os pesquisadores analisem
uma ampla variedade de amostras. O MassLynx possui algoritmos incorporados que
podem ser usados para detectar e quantificar peptideos em misturas complexas,
tornando-se uma ferramenta essencial na pesquisa protedmica.

Além disso, pode ser usado para realizar analises de modificacdo pos-
traducional (PTM). As PTMs sao modificagbes quimicas que ocorrem em proteinas
apos sua sintese e podem afetar a fungao da proteina. Pode ser usado para identificar
e quantificar PTMs especificas, como fosforilagdo e glicosilagdo, permitindo que os
pesquisadores estudem o papel das PTMs em processos bioldgicos.

Uma das vantagens de usar o MassLynx na pesquisa protedbmica € sua
capacidade de lidar com grandes conjuntos de dados. O software pode processar

dados de centenas ou até milhares de amostras, tornando-se uma ferramenta
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essencial para estudos em larga escala. Além disso, pode ser usado em conjunto com
outras aplicagcdes de software, como Scaffold e Proteome Discoverer, permitindo que
0s pesquisadores realizem analises mais aprofundadas de seus dados.

Suporta uma variedade de modos de aquisi¢cdo de dados comumente usados
na pesquisa protedémica, incluindo DIA e DDA. DIA e DDA sdo amplamente utilizados
para adquirir dados de misturas complexas de peptideos. No DIA, o espectrometro de
massa € configurado para adquirir dados em uma ampla faixa de massa, resultando
na aquisicao de dados para todos os peptideos presentes na amostra. No DDA, o
espectrémetro de massa seleciona um numero limitado de peptideos para analise de
fragmentagcdo com base em sua abundancia, resultando em um conjunto de dados
mais focado.

O software suporta varias abordagens de quantificagcdo, como iTRAQ, TMT e
SILAC, que podem ser usadas para comparar a expressao de proteinas em diferentes
amostras. A capacidade do MassLynx de lidar com grandes conjuntos de dados
proteOmicos € particularmente importante para a analise de protedmica quantitativa,
pois esses experimentos geram grandes quantidades de dados.

Usado para realizar analises de protedmica estrutural, como a determinacéo da
estrutura tridimensional de proteinas por espectrometria de massa. Essas analises
podem ser realizadas usando técnicas como espectrometria de massa de ligagao
cruzada e espectrometria de massa de interagao proteina-ligante. O MassLynx pode
ser usado para analisar os dados gerados por essas técnicas e produzir modelos

tridimensionais de proteinas e seus complexos.

4.6.2 PLGS

O PLGS (Protein Lynx Global Server) & um aplicativo desenvolvido pela Waters
Corporation que € amplamente utilizado na analise de proteémica. O software é
projetado para ser usado com dados gerados por espectrometros de massa da Waters,
como o SYNAPT e o Xevo. O PLGS oferece uma plataforma completa para a
identificacao, quantificacdo e analise de proteinas a partir de dados de espectrometria
de massa.

Uma das principais fungdes do PLGS ¢ a identificagao de proteinas. O software
utiliza algoritmos avangados para comparar espectros de massa de proteinas
desconhecidas com bancos de dados de proteinas conhecidas, permitindo que os
pesquisadores identifiquem rapidamente as proteinas em suas amostras. O PLGS
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suporta varios métodos de busca de banco de dados, incluindo Mascot e SEQUEST,
e permite que 0s usuarios personalizem seus parametros de pesquisa para otimizar a
precisao da identificagao.

Além da identificagdo de proteinas, o PLGS também suporta analises
quantitativas de protedmica. O software permite que os usuarios comparem a
abundancia relativa de proteinas em diferentes amostras, usando métodos como
iTRAQ e TMT. O PLGS pode lidar com grandes conjuntos de dados protedmicos,
permitindo que os pesquisadores realizem analises em larga escala com facilidade.

O PLGS também é altamente personalizavel, permitindo que os usuarios
adaptem o software para suas necessidades especificas de pesquisa. Os usuarios
podem personalizar seus parametros de pesquisa para otimizar a precisdo da
identificacdo de proteinas e ajustar os parametros de quantificacdo para atender as
necessidades Certas amostras.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil protedbmico foi obtido dos macrofagos submetidos a diferentes
condicdes de cultivo com Acido Kajico (50 e 100 uM). Observaram-se 191 proteinas
distintas que tiveram express&o nos macroéfagos tratados com Acido Kdjico. Dentre
essas, 134 proteinas foram encontradas exclusivamente no grupo tratado com 50uM,
43 proteinas foram exclusivas do grupo de 100uM e 14 proteinas expressas em
ambos os grupos (Figura 2).
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Figura 2: Analise quantitativa do perfil proteico de macréfagos tratados com 50 e 100 uM de Acido
Kojico. Diagrama de Venn relacionando o nimero de proteinas identificadas nas analises protedmicas.
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De acordo com a classificacdo das fungdes biolégicas, nossos resultados
revelaram que em ambas as concentragbes de acido Kojico, as 14 proteinas
expressas possuem funcao predita relacionadas a processos do ciclo celular e
oxirreducgéao (Tabela 1). Dentre estas, destaca-se a Beta-integrina (P11835), Proteina
Daple (Q6VGS5), e a Superoxido Dismutase (AOA3B2WBFO0), as quais possuem
grande importancia para os sistemas biologicos.



Tabela 1: Proteinas expressas em macréfagos tratados com Acido Kéjico (50 e 100 uM).
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Caodigo de
Acesso

Uniprot

Proteinas

Processo Bioldgico

Fung¢ao Molecular

AOA3B2WBF0
P11835
P70398
P35550
Q62448

Q6VGS5
QYDSE6
QS8R180
Q64337

Q8VEK3

P08249
E9Q852
P26638

008807

Superoxide Dismutase

Integrin beta-2
Probable ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase FAF-X
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin
Eukaryotic translation initiation factor 4
gamma 2
Protein Daple
60S ribosomal protein L4
ERO1-like protein alpha
Sequestosome-1
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein U
Malate dehydrogenase, mitochondrial
Afadin
Serine--tRNA ligase, cytoplasmic

Peroxiredoxin-4

Redugao de Radicais Livres
Adesao Celular e Fagocitose
Ciclo Celular e Divisao Celular
Processamento do rRNA
Biossintese de Proteinas

Via de Sinalizagdo Wnt
Tradugdo citoplasmatica
Apoptose
Autofagia Seletiva
Splicing de mRNA e Divisao
Celular
Oxiredutase
Adesdo Celular
Biossintese de Proteinas
Homeostase Redox Celular ¢
Espermatogénese

Oxiredutase
Receptor para familia ICAM
Hidrolase e Protease
Metiltransferase, ligagdo de RNA e Transferase
Fator de Iniciagdo e Repressor

Fator de Liberacdo de Guanina
Proteina Ribossomica
Oxiredutase
Ligacdo da Proteina Ligase da Ubiquitina

Regulacdo de Cromatina

Ciclo do acido tricarboxilico

Aminoacil-tRNA Sintase

Oxiredutase
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As 191 proteinas obtidas a partir do perfil proteico dos macrofagos tratados com
acido Kojico (50 e 100 uM) foram analisadas quanto a fungdo molecular (Figura 3),

observou-se que a fungao proteica predominante é a de interagao proteina-proteina.

Figura 3: Analise das fungdes moleculares do perfil proteico de macrofagos tratados com 50 e 100 uM
de Acido Kojico.
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A analise das funcbes celulares das 191 proteinas apresentou um maior
numero de proteinas expressas relacionadas aos processos biossintético de

macromoléculas e metabdlico de acidos nucleicos (Figura 4).
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Figura 4: Analise das fungbes celulares do perfil proteico de macréfagos tratados com 50 e 100 uM de

Acido Kajico.

Organizagao do Filamento..

Desenvolvimento do Ax6énio

Morfogénese Celular Envolvida na..
Morfogénese da Projegéo do..

Projecao Celular Morfogénese
Morfogénese da Parte Celular

Morfogénese Celular Envolvida na..
Desenvolvimento da Projegéo..

Morfogénese Celular
Desenvolvimento Neuronal
Diferenciagdo Neuronal
Neurogénese

Desenvolvimento Celular

Desenvolvimento do Sistema..

Regulacao do Processo Metabdlico..

Processo Metabdlico do RNA

Processo Biossintético de..
Processo Metabdlico de Acidos..

Fun¢oes Moleculares

o
N
IN
(@]
(0]

10

A analise sobre o perfil proteico e os componentes celulares relacionados

demonstrou que o numero maior de proteinas expressas esta relacionado a parte da

projecao celular (Figura 5).
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Figura 5: Analise das proteinas envolvidas nos componentes celulares do perfil proteico de macrofagos
tratados com 50 e 100 uM de Acido Kdjico.
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Neste trabalho observamos as alteragdes na quantidade de proteinas
encontradas nas culturas de macréfagos, expressas nas duas concentragdes de Acido
Kojico (50 e 100 uM) utilizadas, de tal forma que essas alteragbées independem da
concentrac&o a qual o macréfago foi exposto.

O acido kéjico, um composto natural derivado do fungo Aspergillus oryzae, tem
sido amplamente estudado devido as suas propriedades bacteriostaticas. Essa
substancia tem a capacidade de inibir o crescimento e a proliferagdo de varias
espécies bacterianas, tornando-a potencial ferramenta na luta contra infec¢oes
bacterianas. Em macrofagos, células do sistema imunolégico com um papel central
na resposta imune, o acido kojico tem demonstrado efeitos bacteriostaticos
significativos. Quando os macréfagos sao expostos ao acido kojico, ocorrem
alteracdes na resposta imune dessas células em relacido as bactérias invasoras.

Estudos tém demonstrado que o acido kojico promove a ativagdo dos
macrofagos, aumentando sua capacidade fagocitica, que € a habilidade de englobar
e destruir as bactérias. Além disso, o acido kojico tem mostrado a capacidade de
modular a produgdo de mediadores inflamatorios, como as citocinas, pelos
macroéfagos. Ele tem sido relatado como um inibidor do fator nuclear kappa B (NF-kB),

uma proteina chave envolvida na regulagcdo da expressao de genes inflamatérios. A
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inibicdo do NF-kB pelo acido kagjico resulta na reducdo da expresséo de genes pro-
inflamatdrios, contribuindo para a atenuagao da resposta inflamatéria.

Outro mecanismo importante do acido kojico é a modulagédo da atividade da
enzima ciclo-oxigenase (COX). A COX é responsavel pela sintese de prostaglandinas,
mediadores inflamatérios envolvidos na dor e na inflamagéo. O acido kéjico tem
demonstrado a capacidade de inibir a atividade da COX, reduzindo assim a sintese
de prostaglandinas e a resposta inflamatéria.

Estudos recentes demonstraram que o tratamento com acido kojico pode
aumentar a expressao de SOD em macrofagos. A regulagéo positiva da SOD pelo
acido kojico é de grande relevancia, pois a SOD desempenha um papel fundamental
na neutralizacio de radicais livres, como 0 superoxido, que sdo altamente reativos e
podem causar danos as células. O estresse oxidativo esta associado a uma série de
condigbes patoldgicas, incluindo doengas cardiovasculares, neurodegenerativas e
inflamatorias. A capacidade do acido kojico em aumentar a expressdo de SOD em
macrofagos sugere que ele pode ter um potencial terapéutico significativo no combate
ao estresse oxidativo e as doengas relacionadas.

Além disso, macréfagos desempenham um papel crucial no sistema
imunologico, pois sdo responsaveis pela fagocitose de patdégenos e pela liberagao de
mediadores inflamatérios. A regulagéo positiva da expressao de SOD pelo acido koéjico
em macrofagos pode ter implicagbes importantes na modulagdo da resposta
inflamatdria. A SOD contribui para a reducao do estresse oxidativo e do dano oxidativo
associado a inflamagéo, auxiliando na manutencdo da homeostase celular e na
resolucao da resposta inflamataria.

A Integrina beta-2 € uma proteina de adesao celular que desempenha um papel
crucial na fungdo dos macréfagos, incluindo migragcdo, adesdo e fagocitose. A
regulacdo adequada da expressao de Integrina beta-2 € essencial para o bom
funcionamento dessas células do sistema imunolégico. Estudos recentes
demonstraram que o tratamento com acido kéjico pode resultar no aumento da
expressao de Integrina beta-2 em macrofagos. Essa descoberta sugere que o acido
kojico possui propriedades bioativas capazes de regular positivamente a expressao
dessa proteina. A modulagdo da expressao pode ter implicagdes significativas na
funcdo dos macrofagos, influenciando sua capacidade de adesdo a superficies

celulares, migragdo em diregéo a locais de infecc&o e resposta imune efetiva.
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Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-X (FAF-X) € uma enzima
pertencente a familia das hidrolases de ubiquitina, que desempenham um papel
importante na regulagdo da degradacao de proteinas marcadas com ubiquitina. A
expressao adequada de FAF-X & essencial para manter a homeostase proteica nas
células. Recentemente, pesquisas tém investigado o efeito do acido kojico na
regulacdo da expressdo de FAF-X em macrofagos, revelando sua possivel
importadncia na modulagdo da degradagao proteica e nas respostas celulares,
regulacédo de FAF-X pelo acido kojico pode ter implicagdes significativas em processos
celulares, incluindo sinalizagdo celular, metabolismo de proteinas e resposta
imunologica.

A fibrilarina € uma enzima importante envolvida na metilagdo de rRNA
(ribossomal RNA), que desempenha um papel crucial na sintese de proteinas e no
funcionamento adequado dos ribossomos. A regulagdo adequada da expresséo de
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin é essencial para a estabilidade e
funcionalidade dos ribossomos nas células. Pesquisas recentes tém explorado o efeito
do acido kdjico na expressao de fibrilarina em macréfagos, revelando possiveis
implicacbes na sintese proteica e na resposta imunolégica. A modulacdo da
expressao de fibrilarina pode ter implicagdes importantes na fungédo dos ribossomos e
no metabolismo proteico nas células.

Os ribossomos desempenham um papel essencial na sintese de proteinas, e a
metilacdo do rRNA pela fibrillarin € fundamental para a estabilidade e funcionalidade
dos ribossomos. A regulagao positiva da expressao de fibrillarin pelo acido kojico pode
levar a um aumento da metilagdo do rRNA, o que pode influenciar a sintese de
proteinas nas células. Isso pode ter efeitos significativos na fungao celular, incluindo
o metabolismo proteico, a resposta imunologica e a proliferagao celular.

O Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2 (elF4G2) é uma proteina
envolvida na iniciagao da traducao de proteinas, desempenhando um papel essencial
na sintese proteica nas células. A regulagcdo adequada da expressao de elF4G2 é
crucial para o controle da traducéo de proteinas e para o funcionamento adequado do
sistema de sintese proteica. Pesquisas recentes tém investigado o efeito do acido
kojico na expressédo de elF4G2 em macréfagos, revelando possiveis implicagdes na
sintese de proteinas e na resposta imunologica.

A tradugao de proteinas desempenha um papel central na fungao celular e na
resposta imunoldgica. A regulagéo positiva da expressao de elF4G2 pelo acido kéjico
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pode aumentar a disponibilidade dessa proteina essencial na maquinaria de traducgao
de proteinas. Isso pode resultar em uma maior eficiéncia na sintese de proteinas e
influenciar a fungéo e o metabolismo celulares.

O acido kéjico tem sido objeto de estudos devido a sua capacidade de modular
a expressao de diversas proteinas em macréfagos. Dentre essas proteinas estéo
Protein Daple, 60S ribosomal protein L4, ERO1-like protein alpha, Sequestosome-1,
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U, Malate dehydrogenase, mitochondrial,
Afadin, Serine--tRNA ligase cytoplasmic, e Peroxiredoxin-4. A regulagdo dessas
proteinas pelo acido kojico pode ter implicagdes significativas nas fungdes celulares e
nas respostas imunologicas.

Protein Daple € uma proteina envolvida na sinalizac&o celular e na modulacéo
do desenvolvimento e crescimento celular. Estudos recentes sugerem que o acido
kojico pode influenciar positivamente a expressédo de Protein Daple em macréfagos.
Essa regulagcédo pode ter implicagbes na resposta imunoldgica e na capacidade dos
macréfagos de se comunicarem com outras células através de vias de sinalizagdo
especificas.

A 60S ribosomal protein L4 é uma proteina ribossomal envolvida na sintese de
proteinas e no funcionamento adequado dos ribossomos. O acido koéjico tem
demonstrado potencial em modular a expressao dessa proteina em macréfagos. Isso
pode afetar a eficiéncia da sintese proteica e 0 metabolismo celular, impactando assim
a fungdo dos macrofagos na resposta imunolégica e na homeostase celular.

ERO1-like protein alpha esta envolvida na resposta ao estresse oxidativo e no
controle do estado redox celular. Estudos sugerem que o acido kojico pode modular a
expressao dessa proteina em macrofagos, o que pode ter implicagdes na regulagéo
do estresse oxidativo e na resposta adaptativa das células a condi¢cbes adversas.

Sequestosome-1, também conhecida como p62, é uma proteina que
desempenha um papel importante na degradacéo seletiva de proteinas danificadas e
no controle da resposta inflamatéria. O acido kéjico tem sido investigado por sua
capacidade de modular a expressao de Sequestosome-1 em macrofagos. Essa
regulagcéo pode afetar a resposta inflamatéria e a eliminagéo de proteinas danificadas,
contribuindo para a homeostase celular e a resolugao da inflamacéo.

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (hnRNP U) é uma proteina
envolvida no processamento do RNA e na regulagéo da expressao génica. O acido
kojico tem sido estudado por sua capacidade de modular a expressdo de hnRNP U
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em macréfagos. Essa regulagdo pode influenciar a expressdo de genes envolvidos
em processos celulares importantes, como a resposta imunoldgica e a proliferagéo
celular.

Malate dehydrogenase, mitochondrial (MDH) é uma enzima envolvida no
metabolismo energético das células. Estudos tém demonstrado que o acido kojico
pode modular a expressao de MDH em macréfagos, o que pode afetar o metabolismo
energético e a fungao celular.

Afadin é uma proteina envolvida na adesao celular e na comunicagao entre
células. A regulacédo da expressao de Afadin pelo acido kéjico em macrofagos pode
afetar a ades&o celular e a interagao entre macréfagos e outras células, influenciando
assim a resposta imunoldgica e a fungao celular.

Serine--tRNA ligase cytoplasmic € uma enzima envolvida na sintese de tRNA
(acido ribonucleico de transferéncia) e na tradugao de proteinas. O acido kdjico tem
sido investigado por sua capacidade de modular a expressdo dessa enzima em
macrofagos. Isso pode afetar a sintese proteica e a resposta imunolégica, contribuindo
para a fungdo adequada dos macrofagos.

Peroxiredoxin-4 € uma enzima antioxidante que protege as células do estresse
oxidativo. O acido kéjico tem demonstrado potencial em modular a expresséo de
Peroxiredoxin-4 em macrofagos. Essa regulagdo pode influenciar a capacidade dos
macrofagos de combater o estresse oxidativo e manter a homeostase celular.

Em resumo, o acido kojico tem demonstrado a capacidade de modular a
expressdo de diversas proteinas em macrofagos, incluindo Protein Daple, 60S
ribosomal protein L4, ERO1-like protein alpha, Sequestosome-1, Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein U, Malate dehydrogenase, mitochondrial, Afadin, Serine--
tRNA ligase cytoplasmic, e Peroxiredoxin-4. Essa regulagdo pode afetar a fungéo
celular, a resposta imunolégica e o metabolismo proteico. No entanto, mais pesquisas
sd0 necessarias para compreender completamente os mecanismos envolvidos e
explorar o potencial terapéutico do acido kojico na modulagdo dessas proteinas em
diferentes contextos fisioldgicos e patologicos.

Primeiramente, o acido kojico mostrou-se capaz de aumentar a expressao de
Superdéxido dismutase (SOD) em macréfagos. A regulagao positiva de SOD pelo acido
kojico pode ter um impacto significativo na redugdo do estresse oxidativo e no
aumento da capacidade antioxidante das células, auxiliando na protegc&o contra danos

oxidativos e na manutencao da homeostase celular.
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Além disso, demonstrou a capacidade de modular a expressao de Integrin beta-
2 em macréfagos. Isso pode afetar a capacidade dos macréfagos de aderir a
superficies celulares, migrar para locais de infeccdo e desempenhar suas fungdes
imunoldgicas de maneira eficaz.

Outra proteina que pode ser regulada pelo acido kéjico € a Probable ubiquitin
carboxyl-terminal hydrolase FAF-X. A modulacédo da expressao de FAF-X pelo acido
kojico pode afetar a degradagao de proteinas marcadas com ubiquitina, influenciando
assim a regulagéo proteica nas células e a resposta imunologica.

Estudos também indicam que o acido kgjico pode influenciar a expressao de
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin em macréfagos. Isso pode ter implicagbes
importantes na sintese de proteinas, no metabolismo celular e nas respostas ao
estresse e imunologicas.

Além dessas proteinas especificas, o acido koéjico também demonstrou a
capacidade de modular a expressdo de outras proteinas em macrofagos, como
Protein Daple, 60S ribosomal protein L4, ERO1-like protein alpha, Sequestosome-1,
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U, Malate dehydrogenase, mitochondrial,
Afadin, Serine--tRNA ligase cytoplasmic e Peroxiredoxin-4. Essa regulagdo pode ter
impactos em diferentes aspectos das fungdes celulares, da resposta imunolégica e do
metabolismo proteico.

Portanto, o acido kojico apresenta um potencial promissor na regulagdo de
proteinas em macréfagos, abrindo caminho para varias aplicagdes biotecnoldgicas. A
capacidade do acido koéjico em modular a expressao de proteinas especificas em
macrofagos pode ter implicagdes importantes no combate ao estresse oxidativo, na
modulag¢ao da resposta imunoldgica, na regulagao proteica e no metabolismo celular.
No entanto, € necessario um aprofundamento dos estudos para compreender
completamente os mecanismos envolvidos nessa regulagao e para avaliar o potencial

terapéutico em diferentes doengas e condi¢des relacionadas a fungdo dos macrofagos.

6. CONCLUSAO

A presente dissertagdo investigou o efeito do acido kojico na expresséo proteica
de macrofagos, buscando compreender suas implicagdes na modulagédo do sistema
imune. Os resultados revelaram que o tratamento com o acido kéjico levou a

expressao diferencial de proteinas envolvidas em processos bioldgicos fundamentais,
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como metabolismo, ciclo celular e a regulagdo do estresse oxidativo. A presenga de
proteinas relacionadas a adesao celular e a resposta inflamatoria sugere que o acido
kojico pode influenciar diretamente a fungdo dos macréfagos, contribuindo para uma
resposta imune mais eficiente. Esses achados corroboram com estudos anteriores
sobre a capacidade imunomoduladora do acido kojico a partir de técnicas de
protebmicas e ampliam o conhecimento sobre seu impacto em células do sistema
inato.

A analise protedbmica permitiu identificar que proteinas-chave, como a
Superdxido Dismutase (SOD) e a Integrina Beta-2, foram reguladas pelo acido kdjico,
indicando possiveis beneficios no controle do estresse oxidativo e na resposta
inflamatoria. A modulagdo da expressao de proteinas relacionadas a degradagao
proteica e ao metabolismo celular também sugere que o acido kéjico pode
desempenhar um papel relevante na homeostase celular dos macréfagos. Ademais,
as diferengas observadas de tratamento indicam que a dose do acido kojico pode
influenciar a acdo sobre essas células, destacando a importancia de estudos futuros
para avaliar sua segurancga e eficacia em modelos mais complexos.

Dessa forma, este estudo contribui para a compreensao dos efeitos do acido
kojico no sistema imunologico e abre novas perspectivas para sua aplicagdo em
biotecnologia e terapias imunomoduladoras. Estudos futuros poderdo avaliar os
efeitos do acido kojico em outras células do sistema imune e em modelos in vivo,
consolidando seu potencial como um modulador biolégico com aplicagdes
terapéuticas.
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